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RESUMO

O aumento dos regsitros de infeccdes hospitalares causadas por bactérias multidroga resistentes
mantém a busca por novos antibiéticos como sendo um importante objeto de estudo. Nesta
perspectiva as actinobactérias, entre os micro-organismos isolados do ambiente, destacam-se
por apresentar grande potencial para producdo de substancias bioativas, especialmente
antibidticos. O objetivo deste trabalho foi identificar linhagens de actinobactérias isoladas de
solo da Caatinga e avaliar a producao de substancias com atividade anti-estafilocdcica. Foram
utilizadas 04 linhagens de actinobactérias registradas como J168, J181, J835 e J867. A
caracterizacdo morfofisioldgica foi realizada com base no International Streptomyces Project,
a analise molecular foi realizada a partir do gene 16 S rRNA, foi avaliada a producdo de
esterase, pectinase, celulase, amilase e protease a partir do teste de degradacéo do substrato em
placa e testes de atividade antimicrobiana frente a 05 cepas de Staphylococcus aureus, 04 delas
multidroga resistentes (eritromicina, clindamicina e oxacilina). Seis meios de fermentacéo
foram utilizados para o cultivo submerso e, a partir do mosto fermentado, foi realizado o teste,
através da metodologia de disco-difusdo. Apds centrifugacdo, a biomassa e o liquido metabdlico
ontidos foram tratados com diferentes solventes. Os extratos brutos obtidos foram avaliados
guanto atividade antimicrobriana e aquele que apresentou o melhor resultado, foi concentrado
e utilizado no teste de microdiluicdo em placa. A abordagem de identificacdo polifasica
permitiu a identificacdo de 01 entre as 04 linhagens de actinobactérias estudadas, sendo a
linhagen J181 identificada com Streptomyces diastatochromogenes. Foi observda a producéo
de enzimas extracelulares por todas as lingens testadas. A prospec¢do de metabolicos com
atividade anti-estafilococica apresentou resultados positivos para as linhagens J181 e J867, mas
apenas a linhagem J181 mostrou atividade frente todas as cepas de S. aureus, com halos de
inibicdo entre 14 — 16 mm no teste de disco difusdo. Os melhores resultados foram para o extrato
bruto da biomassa tratado com etanol. A concentracdo minima inibitdria para o extrato bruto
da biomassa foi >1000 pg/ml frente as cepas de S. aureus, demonstrato a baixa atividade
antimicrobiana de S. diastatochromogenes J181. Actinobactérias sdo micro-orgnismos muito
versateis metabolicamentes, desta forma o uso de uma abordagem polifasica foi imprescindivel
para caracterizacdo das linhagens estudas. O ensaio realizado indicou potencial para producédo
de esterases e pectinases por J867 e celulases por J835. S. diastatochromogenes é relatado como
produtor de metabolitos com atividade fente a células eucariontes e com atividade
antibacteriana baixa ou ausente, conforme observado neste estudo.

Palavras — chave: Actinobactéria. Staphylococcus aureus. Streptomyces diastatochromogenes.



ABSTRACT

Increased regimens of hospital-acquired infections caused by multidrug-resistant bacteria
maintain the search for new antibiotics as an important object of study. In this perspective,
actinobacteria, among microorganisms isolated from the environment, stand out because they
present great potential for the production of bioactive substances, especially antibiotics. The
objective of this work was to identify strains of actinobacteria isolated from Caatinga soil and
to evaluate the production of substances with anti-staphylococcal activity. Four lines of
actinobacteria registered as J168, J181, J835 and J867 were used. The morphophysiological
characterization was carried out based on the International Streptomyces Project, molecular
analysis was performed from the 16 S rRNA gene, the production of esterase, pectinase,
cellulase, amylase and protease from the plate substrate degradation test and antimicrobial
activity tests against 05 strains of Staphylococcus aureus, 04 of them multidrug resistant
(erythromycin, clindamycin and oxacillin). Six fermentation media were used for the
submerged culture and, from the fermented must, the test was performed, using the disc-
diffusion methodology. After centrifugation, the biomass and the metabolic liquid contained
were treated with different solvents. The obtained crude extracts were evaluated as
antimicrobial activity and the one that presented the best result, was concentrated and used in
the plate microdilution test. The polyphase identification approach allowed the identification of
01 among the 04 strains of actinobacteria studied, the lineage J181 being identified with
Streptomyces diastatochromogenes. The production of extracellular enzymes was observed for
all tested lingens. The prospection of metabolites with anti-staphylococcal activity showed
positive results for the J181 and J867 strains, but only the J181 strain showed activity against
all strains of S. aureus, with inhibition halos between 14-16 mm in the diffusion disc test. The
best results were for the crude extract of the biomass treated with ethanol. The minimum
inhibitory concentration for the crude biomass extract was > 1.000 pg/ml against S. aureus
strains, demonstrating the low antimicrobial activity of S. diastatochromogenes J181.
Actinobacteria are very versatile metabolic microorganisms, so the use of a polyphase approach
was essential for the characterization of the studied strains. The assay performed indicated
potential for J867 esterases and pectinases and J835 cellulases. S. diastachromogenes is
reported to be a producer of metabolites with activity against eukaryotic cells and with low or

absent antibacterial activity, as observed in this study.

Key words: Actinobactéria. Staphylococcus aureus. Streptomyces diastatochromogenes.
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1 INTRODUCAO

A infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) por bactérias multidroga
resistentes sdo reconhecidamente um grave problema da saude publica em nivel mundial, pois
estdo relacionados ao aumento dos casos morbidade e mortalidade, de maior custo financeiro
necessario ao longo periodo de internacdo do paciente, aléem da utilizacdo de antibioticos mais
potentes para o tratamento destes quadros infeciosos (CHUSRI et al., 2014). A utilizacao dessas
drogas, consideradas de “ultima escolha”, exerce uma pressdo seletiva sobre as bactérias
presentes no ambiente hospitalar e favorece o aparecimento de cepas ainda mais resistentes
(SOUSA et al., 2016).

Entre os cocos gram-positivos, o Staphylococcus aureus destaca-se como principal
agente causador de quadros de infec¢des nosocomiais (SOUZA et al., 2013), especialmente as
cepas que expressam resisténcia aos B-lactamicos, denominadas genericamente de MRSA
(Staphylococcus aureus Meticilin Resistent) (WEI et al., 2016; WANG et al., 2017;).

Devido a este quadro preocupante, a busca por estratégias para uso consciente dos
antibidticos (GARAU et al., 2014), a minimizacdo dos fatores de risco predisponentes as
infecgBes nosocomiais (SAINT, 2017; BOEV e KISS, 2017) e busca por novos antibi6ticos
oriundos de fontes naturais ou sintéticas sdo acdes tidas como prioritarias por governos e
comunidades cientifica (LING et al., 2015).

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, deu inicio a era de ouro dos
antibidticos (ROLAIN et al., 2016) que apresentou grande expansao nas décadas seguintes, até
meados de 1970, quando foram descobertos grande parte dos antibidticos que sdo utilizados
atualmente na pratica médica (KAMALA e SILVAPEMURAL, 2017). Neste periodo
destacam-se os trabalhos da equipe do pesquisador Selman Waksman, que explorou
extensivamente o cultivo em laboratério de micro-organismos oriundos do ambiente,
especialmente do solo, para prospeccdo de metabdlitos bioativos, especialmente aqueles com
atividade antibacteriana (WENCEWICZ, 2016). Entre os micro-organismos isolados por
Waksman, as actinobactérias foram e sdo, reconhecidamente, a mais importante fonte de
metabolitos bioativos de origem microbiana, principalmente aqueles com atividade antibidtica
(ELBENDARY et al., 2018) tendo o género Streptomyces como o0 mais relevante
biotecnologicamente, uma vez que cerca de 500 espécies de Streptomyces Sa0 responsaveis por
produzir entre 70 a 80% dos metabdlitos bioativos relacionados com vérias atividades
biolégicas em uso no mercado (HASSAN et al., 2017).
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O solo é o habitat mais explorado quanto ao isolamento e prospeccédo de actinobactérias,
desta forma, as caracteristicas do ambiente influenciam diretamente a populagdo microbiana a
ser estudada (WENCEWICZ, 2016; NORONHA et al., 2017). Nesta perspectiva, o solo da
Caatinga representa um local com potencial promissor para investigacdo da comunidade de
actinobactérias, uma vez que apresenta caracteristicas climéticas singulares e diferente das
encontradas em outros biomas brasileiros (DEANGELIS et al., 2008; BONONI et al., 2017).
Estudos presentes na literatura ja demonstram o sucesso em isolar e identificar espécies de
actinobactérias produtoras de metabolitos antibioticos frente a micro-organismos de interesse
clinico a partir da rizosfera de plantas da Caatinga (VASCONCELOS et al., 2014; SILVA-
LACERDA et al., 2015).

Desta forma, o0 objetivo deste estudo foi a identificacdo de linhagens de actinobactérias
isoladas da rizosfera de Ziziphus joazeiro, uma arvore endémica da Catinga, e a avaliagcdo do
potencial destas linhagens quanto a producéo de metabdlitos antimicrobianos frente a isolados

clinicos de S. aureus.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar, caracterizar e avaliar o potencial antimicrobiano de actinobactérias isoladas

da rizosfera de Ziziphus joazeiro do bioma Caatinga.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar a taxonomia polifasica para identificar e classificar os isolados de actinobactérias;
Avaliar a produgdo de enzimas extracelulares;

Analisar a presenca de atividade antimicrobiana frente a isolados clinicos de Staphylococcus
aureus;

Identificar a actinobactéria produtora de metabdlito(s) bioativo(s);

Definir condi¢6es de cultivo para producao dos metabdlitos bioativos por meio de fermentagédo
submersa;

Realizar a extracdo do metabolito bioativo;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O SEMIARIDO BRASILEIRO: O BIOMA CAATINGA

A regido semidrida brasileira ocupa aproximadamente 969.589,4 km?, cerca de 18,2%
do territério nacional, sendo composta por oito estados do Nordeste: Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e parte do estado de Minas Gerais
(SOUZA et al., 2015). Esta regido abrange mais de 20% dos municipios brasileiros (1.135
municipios) e abriga cerca de 11,84% da populacgdo do pais, portanto mais de 23,8 milhGes de
brasileiros/as vivem na regido, segundo estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) no ano de 2014, sendo aproximadamente 61,97% na area urbana e cerca de
38,03% no espaco rural (IBGE, 2014).

No Nordeste, dos seus oito estados, metade tem mais de 85% de sua &rea caracterizada
como semiérida. O Rio Grande do Norte lidera a lista com 93,4% do territorio semiérido.
Depois, vem Pernambuco com 88%, seguido do Ceara e Paraiba com 86%. Nos demais estados,
também ha uma predominéncia do semiérido: 69,7% da Bahia, 59,9% do Piaui, 50,9% do
Sergipe e 45,6% de Alagoas (ASABRASIL, 2017).

No Semiarido ocorrem dois biomas: a Caatinga e o0 Cerrado. A Caatinga é o Unico bioma
exclusivamente brasileiro e foi reconhecido como uma das 37 grandes regifes naturais do
planeta, ao lado da Amazonia e do Pantanal (BATISTA e CAMPOS, 2014).

O termo Caatinga deriva do Tupi-guarani, Ka-a (mata) e tinga (branca), mata branca,
isto se deve a caracteristica da paisagem durante o periodo de estiagem quando a vegetacdo
perde as folhas e restam os troncos e arbustos com aspecto seco (MACHADO, 2013). A
Caatinga tem uma importancia fundamental para a biodiversidade do planeta, pois 1/3 de suas
plantas e 15% de seus animais séo espécies que ndo existem em nenhuma outra parte do mundo
(SILVA-LACERDA et al., 2016). Este bioma possui condigdes climaticas marcantes com
precipitacGes pluviométricas irregulares associadas a altas temperaturas durante boa parte do
ano. Além dessas caracteristicas o relevo € irregular, os solos sdo rasos com baixa fertilidade e
pouco teor de matéria organica (SOUZA et al., 2016).

A Caatinga originalmente abrangia uma area de aproximadamente 1 milhdo de kmz2.
Atualmente, sua rea remanescente é de 844.453 km?, sendo que menos de 1% esta sob prote¢&o
de unidades de conservacdo. O desmatamento para retirada de lenha é uma das principais
atividades que contribuem para a desertificacao, a seca e a perda da biodiversidade deste bioma
(PACCHIONI et al., 2014; ASABRASIL, 2017).
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Lamilla et al. (2016) também relatam a producdo de enzimas extracelulares por
actinobactérias isoladas das Ilhas Shetland do Sul (Antéartica). Os resultados mais expressivos

foram para presenca de proteases, amilases e esterases.

3.3 COCOS GRAM-POSITIVOS DE INTERESSE CLINICO

O grupo dos cocos Gram-positivos abrange um serie de géneros bacterianos que sao
caracterizados morfotintorialmente por apresentar células esféricas, parede celular constituida
por uma espessa camada de peptidioglicano e que, na coloragéo de Gram, se coram pelo cristal
violeta e sdo resistentes a descoloracdo pelo alcool acetona (WEIDENMAIER e PESCHEL,
2008).

Entre os representantes dos varios géneros de cocos Gram-positivos, apresentam maior
relevancia aqueles que podem desencadear importantes quadros infecciosos no ser humano e
em outros animais. No que diz respeito aos patdgenos humanos, os agentes clinicamente mais
importantes sdo o Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneuminiae e Streptococcus agalactiae (KONEMAN, 2008).

O S. aureus €é o agente infecioso gram-positivo mais comumente isolado em infeccGes
nosocomiais. Além dos fatores de viruléncia naturalmente expressos, ha cepas de S. aureus com
importantes fendtipos de resisténcia aos antibidticos de uso clinico (KUROKAWAA,
TAKAHASHI e LEE, 2016).

3.3.1 Staphylococcus aureus: caracteristicas gerais

S. aureus é uma bactéria comensal no corpo humano habitando a camada superficial da
pele e a mucosa da nasofaringe (FOSTER et al., 2014). As infecgdes causadas por este agente
se devem a aquisicdo de cepas oriundas do ambiente, especialmente no que diz respeito ao
ambiente hospitalar, ou perturbacdo na homeostase do hospedeiro, ocasionando uma
imunodepressdo e favorecendo a infec¢do por S. aureus da microbiota residente (ROCHA et
al., 2017).

Os fatores de viruléncia naturalmente expressos por S. aureus incluem capsula,
proteinas da superficie celular, enzimas extracelulares e toxinas (Quadro 1). Os fatores de
viruléncia expressos por esta bactéria associados a uma condi¢do favoravel no ambiente
facilitam o processo infeccioso (FOSTER, 2005; PATERSON, HARRISON e HOLMES,
2014).
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A vegetacdo da Caatinga possui caracteristicas bem estabelecidas: arvores baixas e
arbustivas que, geralmente, perdem as suas folhas na estacéo seca (espécies caducifolias), além
de muitas cactaceas (SOUZA et al., 2015). A Caatinga apresenta trés categorias de plantas:
arboreo (8 a 12 metros), arbustivo (2 a 5 metros) e o herbaceo (abaixo de 2 metros). No entanto,
é importante destacar que algumas espécies ndo perdem as suas folhas no periodo seco, entre
elas destaca-se 0 juazeiro (Ziziphus joazeiro), uma das plantas mais tipicas desse bioma
(FERREIRA, 2016). Ao cairem as primeiras chuvas no fim do ano, a Caatinga perde seu aspecto
rude e torna-se rapidamente verde e florida (MELO e AXIOLE, 2016).

O clima presente na Caatinga € quente e seco, com indices pluviométricos muito baixos,
em torno de 250 a 900 mm anuais, o que proporciona uma fisionomia desértica ao bioma. As
areas de planicie estdo sujeitas a um periodo de seca muito mais longa e severa que as areas
planalticas, periodo que dura aproximadamente sete meses, mas que as vezes pode chegar até
doze meses. A taxa de precipitacdo anual é mais baixa, bem como também as temperaturas s&o,
em geral, mais altas (entre 27 °C e 29 °C) (LOPES et al., 2016).

E um bioma com grande importancia, ndo somente pela notavel diversidade bioldgica,
com Vvarias espécies endémicas, mas também porque essas espécies sdo adaptadas a uma
precipitacdo irregular (SILVA et al., 2013). Ao nivel do solo, essas condi¢es contribuem para
duas estruturas comunitarias microbianas diferentes. Durante o periodo seco, as comunidades
bacterianas sdo dominadas por representantes do filo Actinobacteria, enquanto que durante a
estacao chuvosa sao dominados por representantes do filo Proteobacteria (KAVAMURA et al.,
2013; LOPES et al., 2016). Como um resultado, seus habitantes foram selecionados para a
capacidade de suportar tais condi¢cbes (TAKETANI et al., 2017).

O solo sob vegetacdo de Caatinga € um habitat bastante peculiar, com caracteristicas
préprias cuja atividade bioldgica é extremamente rica e ainda muito pouco explorada. Entre 0s
micro-organismos, as actinobactérias constituem um grupo representativo em termos de riqueza
e diversidade (SILVA, MARTIS e MARTINS, 2015).

3.1.1 Ziziphus joazeiro Mart.

O Brasil € o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica
diversidade étnica e cultural que detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso
de plantas medicinais; tem o potencial necessario para desenvolvimento de pesquisas com

resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006).
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No entanto, embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do
mundo, a Organizacdo Mundial Saide (OMS) reconhece que grande parte da populacdo dos
paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional como recurso para sua atencéo
primaria a saude, tendo em vista que cerca de 80% desta populacdo utilizam praticas
tradicionais nos seus cuidados basicos de satde (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005;
SANTOS et al., 2011; SARAIVA et al., 2015). No entanto, ndo se pode desconsiderar que a
exploracdo destes recursos, ainda que necessaria, gera um impacto ambiental na sua
disponibilidade em longo prazo e, portanto, se faz necessario enfatizar a importancia da
utilizacdo de modo racional (ALBUQUERQUE et al., 2007). A perda da diversidade bioldgica
é a principal consequéncia de um processo extrativista desenfreado (MELO-BATISTA e
OLIVEIRA, 2014).

Entre as plantas utilizadas na medicina tradicional e que sdo encontradas na Caatinga, 0
juazeiro é uma das mais conhecidas (DIOGENES et al., 2014). O género Ziziphus compreende
cerca de 30 espécies, onde nove delas sdo encontradas no Brasil. A espécie Ziziphus joazeiro
Mart., conhecida como jua ou juazeiro, ¢ endémica do semidrido nordestino; onde é
amplamente conhecida devido as suas propriedades medicinais e nutricionais (DANTAS et al.,
2014; PARENTE, FILHO e SILVA, 2015). E uma das espécies do bioma Caatinga bastante
utilizada na medicina popular como expectorante, no tratamento de bronquites e de ulceras
gastricas, na fabricacdo de cosméticos e creme dental, além de servir na alimentacdo de animais,
principalmente nos periodos de seca (OLIVEIRA et al., 2012; FONSECA et al., 2017). E uma
das poucas espécies vegetais que mantem as folhas verdes mesmo durante os periodos de seca
devido ao seu sistema radicular largo e profundo (COSTA et al., 2016).

Extratos obtidos de varias partes da planta apresentam-se ricos em taninos, flavonoides
e, principalmente, saponinas; o que justifica a utilizacdo desta planta na produgéo de sabonetes
e detergentes (BRITO et al., 2015). Araujo et al. (2017) indicam que associagdo de raspas da
entrecasca de juazeiro associado ao creme dental reduz a formacéo de biofilme na superficie
dentaria.

Silva et al. (2011) analisaram a atividade antimicrobiana de extratos etanélicos de
Ziziphus joazeiro Mart. por meio de uma investigacdo comparativa entre cascas e folhas contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis,
Enterococcus faecalis, Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae; como resultado,
observaram que o extrato com atividade mais expressiva foi o da casca, que inibiu 66,66% dos

micro-organismos.
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Alviano et al. (2008) avaliaram extrato aquoso da entrecasca contra bactérias da
microbiota oral que s@o associadas a doencas periodontais (Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans e Lactobacillus
casei) e obtiveram bons resultados de inibicdo. A atividade antioxidante também foi avaliada e
0 extrato demonstrou um relevante potencial antioxidante.

Brito et al. (2015) também indicam a utilizacdo do extrato de folhas de juazeiro com
acao moduladora na resisténcia de cepas Enterobacter aerogenes frente a gentamicina e
amikacina e S. aureus frente a gentamicina. Gomes et al. (2016) encontraram resultados
positivos ao avaliar a agdo anti-helmintica de extratos brutos de casca de juazeiro e suas fracdes
frente a nematoides parasitas gastrointestinais de caprinos.

3.2 ACTINOBACTERIAS: CARACTERISTICAS GERAIS

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, com organizacao filamentosa e formacéo
de cadeias de esporos com morfologias diversas (BARKA et al., 2016; LAL et al., 2016). Sdo
habitantes de diversos ambientes naturais (terrestres e aquaticos), sendo o solo o maior
reservatorio desse grupo de micro-organismos, além de estabelecer relagdes mutualisticas com
animais (estando presente no revestimento epitelial, pelos ou trato gastrointestinal) e plantas
(formando a comunidade epifitica e/ou endofiticos) (SALCEDO et al., 2016). No cultivo em
meio sélido apresentam col6nias com tamanho e morfologias variadas sendo, geralmente,
grandes, secas, pigmentadas, com formacéao coridcea e crescimento arraigado na superficie do
meio de cultura o que ocasiona uma resisténcia a coleta com alga bacteriolégica (KIM et al.,
2016).

As actinobactérias representam uma das maiores unidades taxondmicas entre as 18
maiores linhagens atualmente reconhecidas no dominio Bacteria. O filo Actinobacteria inclui
6 classes, 9 ordens e 14 subordens, 55 familias, 240 géneros e, atualmente, cerca de 3000
espécies (GOODFELLOW e FIEDLER, 2010; MUSLEH et al., 2016). A identificacdo de
actinobactérias ocorre usualmente por meio de uma abordagem polifasica que envolve dados
fenotipicos, quimiotaxicos e genéticos (ARAUJO-MELO et al., 2016).

Os arranjos micromorfolédgicos das cadeias de esporos também sdo importantes critérios
de identificacdo, pois a maioria dos géneros de actinobactéria apresenta uma organizagdo e
arranjo espaciais proprios. A observacdo de tais caracteristicas ocorre através da realizacdo de
microcultivo em lamina (SHIRLING e GOTTLIEB, 1966) e observagdo ao microscopico 6tico

ou preparacdo desta amostra e utilizacdo de microscopia eletronica (L1 et al., 2016). A figura 1
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traz uma ilustracdo do aspecto micromorfoldgico da cadeia de esporos de alguns géneros de
actinobactérias.

Figura 1 - Aspecto micromorfélogico das cadeias de esporos de alguns géneros de actinobactérias.
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Actinoplanes Pilimelia Spirilospora Streptosporangium
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Ampullariella Dactylosporangium Planomonospora Frankia

L% iy

Micromonospora Thermomonospora  Saccharomonospora Thermoactinomyces

Catellatospora Microbispora Microtetraspora Streptomyces

Fonte: Barka et al. (2016).

Os géneros que compdem o filo Actinobacteria apresentam enorme diversidade em
termos de sua morfologia, fisiologia e capacidades metabolicas (CHOI et al., 2016). Entre eles,
0 género Streptomyces recebe maior destaque devido a sua grande capacidade para biossintese
de moléculas bioativas e biodegradacdo de compostos orgéanicos. Entre as moléculas bioativas
recebem destaque as enzimas extracelulares, especialmente aquelas de interesse comercial:
amilases, celulases, proteases, pectinases, esterases e lipases; e principalmente, os antibioticos
com acdo antibacteriana, antifungica e antineoplasica (BILYK e LUZHETSKY'Y, 2016).

3.2.1 Potencial biotecnoldgico de actinobactérias

Actinobactérias sdo amplamente encontradas no solo, constituindo entre 10 a 50% da
comunidade microbiana, onde desempenham um importante papel bioldgico na decomposicéo
da matéria organica juntamente as populacgdes de fungos e outras bactérias (SILVA et al., 2013).

Na comunidade rizosférica, regido do solo influenciada pelas raizes e que contém grande
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diversidade de micro-organismos, as actinobactérias sdo importantes, pois influenciam no
desenvolvimento da planta e protegem as raizes contra agentes patdégenos, além disto, produzem
vitaminas, compostos ferroproteicos (p. ex.: siderdéforos) e fitohormdnios (p. ex.: acido indol
acetico (AlA)) que atuam como agentes moduladores do crescimento vegetal (PALANIYANDI
et al., 2014). Além disso, as actinobactérias atuam inibindo agentes fitopatogénicos através da
producdo de metabdlitos bioativos e ativacdo do sistema imunoldgico vegetal (LEWIN et al.,
2016).

Em ambientes secos e com baixa disponibilidade de matéria organica, como no solo da
Caatinga, as bactérias que vivem no solo e habitam a rizosfera estdo submetidas a uma presséo
seletiva e, por isso, apenas aquelas espécies que toleram tais condi¢cBes conseguem se
estabelecer no ambiente; além de poder conferir certo nivel de tolerancia as plantas, auxiliando
na promocdo do seu crescimento e sobrevivéncia (KAVAMURA et al., 2013). As
actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces tem capacidade de decompor substancias
hdmicas em funcéo da producédo de enzimas peroxidases alterando quimicamente a estrutura de
acido hamicos (FODIL et al., 2012). Os Streptomyces sdo importantes também no processo
inicial de decomposicdo de material organico, sendo a maioria das espécies saprofitas
(CHATER et al., 2010).

A descoberta de drogas antibidticas como a estreptomicina, candicidina e actinomicina
durante as décadas de 1930 e 1940, pela equipe do pesquisador Selman Waksman, apresentou
as actinobactérias como excelente e promissora fonte de produtos naturais para 0 mundo
(KAMALA e SILVAPEMURAL, 2017). Desde entdo a busca por novos metabolitos bioativos
oriundos das actinobactérias levaram a identificacdo de antibidticos clinicamente importantes
tais como aminoglicosideos, tetraciclinas, rifamicinas, glicopeptideos e outros. Embora alguns
outros géneros de actinobactérias como Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora
e Actinoplanes sejam utilizados no rastreio de novos produtos naturais, o género Streptomyces
é 0 mais relevante biotecnologicamente, uma vez que cerca de 500 espécies de Streptomyces
séo responsaveis por produzir entre 70 a 80% dos metabdlitos bioativos relacionados com varias
atividades bioldgicas em uso no mercado, especialmente antibidticos (HASSAN et al., 2017).

Os produtos metabolitos de actinobactérias incluem antibiéticos, enzimas
extracelulares, inibidores enzimaticos, neurotransmissores, terpenoides, pigmentos e
promotores de crescimento vegetal (ARAUJO-MELO et al., 2016). Estes micro-organismos
também possuem a capacidade de degradar diversos pesticidas, tais como: organoclorados,
carbamatos, triazinas, sulfonilureas e acetanilidas. Essa degradacdo ocorre pela utilizacdo

destes compostos como Unica fonte de carbono (SILVA, 2012).
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A emergéncia causada pelo aumento do nimero de casos de resisténcia microbiana,
especialmente de bactérias, frente aos antibidticos € um dos problemas de saude publica mais
relevante a nivel global, uma vez que apresenta consequéncias clinicas e econémicas
preocupantes (LOUREIRO et al., 2016). Entre as bactérias gram-positivas de maior relevancia
destacam-se o Enterococcus spp. e o Staphylococcus aureus, enquanto que entre as gram-
negativas estdo o Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (MENEZES, PORTO e PIMENTA, 2016; LOUREIRO et al., 2016; ALOS, 2016).
Devido a este quadro preocupante, o incentivo a busca de espécies de actinobactérias produtoras
de metabdlitos antimicrobianos continua sendo uma importante linha de estudo (TOMASETO,
2016; RAMIREZ e CALZADIAZ, 2016).

Silva-Lacerda et al. (2015) demonstram a atividade antibacteriana de Streptomyces
parvulus isolado da rizosfera de Poincianella pyramidalis frente a linhagens de Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis. Lee et al. (2014) também relataram atividade antibacteriana de
linhagens de Streptomyces spp. isolados de regido de manguezal na cidade de Kuantan (Pahang,
Malasia) frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Assim como Cunha
et al. (2014) que discutem a atividade de actinobactérias isoladas de Ipomoea pes-caprae (L.)
frente a cocos gram-positivos de interesse médico, além do potencial para producdo da enzima
L-asparaginase.

Vasconcelos et al. (2016), estudando uma linhagem de Streptomyces ansochomogenes
isolado da rizosfera de Terminalia fagifolia, demonstram a atividade antifingica desta
actinobactéria frente a cepas de Candida spp. (C. pelliculosa, C. albicans, C. guilliermondii, C.
parapsilosis e C. glabrata), Epidermophyton floccosum, Fusarium solani, Trichophyton spp.
(T. rubrum e T. mentagrophytes), Microsporum gypseum e Aspergillus niger. Dalitz et al.
(2016) evidenciam o potencial antifngico de actinobactérias (linhagens de Streptomyces spp.)
isoladas de sedimento marinho da regido da llha do Mel (Parand, Brazil) frente a fungos
demaceos.

Veena et al. (2016) demonstram a atividade antibacteriana de Streptomyces bluensis
isolado de sedimentos marinhos da regido de Chennai (Tamil Nadu, India) frente a Salmonella
typhi. Riquelme et al. (2016) relatam o isolamento de actinobactérias a partir de solo de
cavernas vulcanicas nas regides da Columbia britanica (Canada) e em Azores (Portugal), onde
esses isolados demonstraram atividade antibacteriana frente Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus spp. e Listeria monocytogenes, além de atividade enzimatica positiva

para xilanase, pectinase, amilase e quitinase.
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As infecgBes cutaneas e de tecidos moles, assim como de feridas cirdrgicas sdo as
formas de doencas mais frequente causada por S. aureus, mas estas infec¢des primarias podem
progredir e servir como iniciadores para quadros de bacteremia e sepse. S. aureus pode invadir
outros sitios anatbmicos e causar quadros graves de pneumonia, endocardite, osteomielite e
artrite infecciosa, além de colonizar materiais protéticos tornando-os fontes de infeccéo
(PESCHEL e OTTO, 2013; THAMMAVONGSA et al., 2015).

Quadro 1 - Fatores de viruléncia expressos por Staphylococcus aureus.

Continua >
Fatores de ~
N Funcéo
viruléncia
Cépsula A cépsula é uma estrutura polissacaridica externa a parede celular que age
inibindo a opsonizacao e fagocitose por leucdcitos polimorfonucleares.
E a proteina que reveste uniformemente a superficie da maioria das
estirpes de S. aureus. Possui afinidade para ligagdo ao receptor Fc das
Proteina A Imunoglobulinas G, desta forma, age neutralizando a a¢do dos anticorpos,
inibindo a ativacdo do complemento e fagocitose, além de poder induzir
Estruturas da reacOes anafilaticas locais com liberagdo de histamina.
superficie
celular Formadas pelo &cido teicdico atuando na fixacdo da bactéria nas
Adesinas superficies mucosas através de sua ligacdo especifica a fibronectina
(glicoproteina de superficie de membrana citoplasmatica).
Proteina presente na superficie da célula que reage com a protombrina do
Fator coagulante | plasma convertendo-a em trombina e esta converte o fibrinogénio em
— coagulase ligada | fibrina, resultando na formag&o de uma rede de fibrina ao redor da bactéria
0 que dificulta o acesso dos leucdcitos.
Ativa a protrombina a trombina permitindo a conversao do fibrinogénio
em fibrina, independentemente da presenca do ion Ca*? e dos fatores V,
Coagulase ~ . - A
VI e VII da coagulacéo sanguinea, provocando a deposicéo de fibrina em
torno do micro-organismo e dificultando a sua fagocitose.
Converte o peroxido de hidrogénio (H20) em agua e oxigénio. Promove
Catalase a resisténcia do S. aureus a fagocitose, uma vez que 0s macrofagos
secretam o H,O; para destruir a célula fagocitada.
Enzimas S . . .
. . Hidrolisa &cidos hialurénicos presentes na matriz acelular do tecido
Hialuronidase : L . o - . ;
conectivo, facilitando a invaséo e disseminacdo do S. aureus nos tecidos.
DNAse, Lipases, N . . . .
esteraser) o Hidrolisam DNA, lipideos e proteinas, respectivamente. Contribuem para
evasdo a imunidade inata, invasdo e disseminagdo tecidual.
proteases.
o Dissolve os coagulos de fibrina que podem ser previamente formados por
Estafilocinase N - -~ L
acdo da coagulase permitindo a mobilidade da bactéria.
Citotoxinas:
Toxinas Hemolisinas
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Leucocididna

Acdo necrotizante e citolitica principalmente para hemacias, leucdcitos e
plaquetas. Prejudica a resposta quimiotatica dos leucécitos.

Altera a permeabilidade da membrana dos leucécitos polimorfonucleares
e dos macrofagos resultando na degranulacao celular e induzindo a
citdlise.

Toxinas a, B, ¢ 0.

Alfatoxina: Lise de hemacias e causam danos as plaquetas em casos de
intoxicacOes graves;

Betatoxina: Degrada a esfingomielina, provocando lesGes na membrana
dos eritrdcitos e, consequentemente, conduzindo a hemolise;

Deltatoxina: Possui propriedades tensoativas, atuando como detergente e
sendo responsavel pelo efeito sobre a membrana dos eritrdcitos,
macrdfagos, linfocitos, neutrofilos e plaquetas. Também inibi a absor¢éo
de agua pelo ileo desencadeando uma diarreia aguda.

Toxina esfoliativa

Esfoliatina e a Epidermolisina, responsaveis pela sindrome da pele
escaldada. O tipo mais comum de esfoliatina é a ETA, que age sobre a
desmogleina, uma proteina que existe nas superficies das células epiteliais
da pele e que promove a adesdo entre elas.

Toxina da
Sindrome do
Choque Toxico

Atua como um superantigeno causando uma resposta imune exacerbada.
Os sintomas comegam de forma subita e envolve febre, dores de cabeca,
voémitos, diarreia profusa, congestao vascular, edema, hipotensao choque.
Configurando a Sindrome do Choque Tdxico estafilocécico.

Enterotoxinas

Sao peptideos de pequeno peso molecular. S&o resistentes as enzimas
digestivas e ao calor, ndo sendo destruidas pelos processos de cocgdo e
esterilizacdo. Agem na parede do estdbmago e do intestino. So produzidas
diversas toxinas, designadas por letras: A, B, C (C1e C2),C,D,E,FeG.
Apresentam relativa resisténcia ao calor (100°C/ 30 min) e a acdo das
enzimas digestivas (pepsina, tripsina). Os sinais clinicos envolvem,
principalmente, eventos gastrointestinais (vmitos e diarreias profusas) e
guadros inflamatérios que variam de acordo com o tipo e quantidade de
toxinas ingerida.

Fontes: Elaborado pelo autor com dados de PROCTOR et al. (2006); SANTOS et al. (2007); CHAMBERS
e DELEO (2009); THAMMAVONGSA, MISSIAKAS e SCHNEEWIND (2013); FOSTER et al. (2014);

THAMMAVONGSA et al. (2015).

S. aureus cresce em meios de cultura comuns, caldo ou agar simples, pH = 7, a

temperatura 6tima de 37 °C. As coldnias formadas em placa, apos 18 - 24 horas de incubacéo,

apresentam - se arredondadas, lisas e brilhantes. As provas da catalase, coagulase, manitol

salgado e DNAse sdo suficientes para identificagdo bioquimica desde que sejam atendidos 0s

critérios de qualidade para coleta e processamento da amostra bioldgica suspeita de infeccéo

(KONEMAN, 2008). Ha possibilidade de utilizagdo de testes sorologicos e moleculares para

identificacdo. No entanto os testes moleculares sdo mais direcionados a investigacao de cepas

com fenotipo de resisténcia aos antibidticos a fim de confirmar a presenca de genes

responsaveis por esses mecanismos (COSTA et al., 2011).
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3.3.2 Fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos em Staphylococcus aureus

O processo de aquisicao de resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno natural de
adaptacao que ocorre em todas as espécies bacterianas, no entanto, o uso massivo de drogas ao
longo dos anos, muitas vezes sem a investigacdo prévia do perfil de susceptibilidade da bactéria,
aliado aos fenbmenos de conjugacao, transformacédo e transducédo aceleraram este fenémeno
nas bactérias patogénicas de interesse médico e veterinario (WONG et al., 2016).

A existéncia de cepas de S. aureus resistentes aos antibioticos até entdo eficientes séo
descritos desde 1940 quando a penicilina fui adotada como opcao terapéutica. Ainda na mesma
década ja foram identificadas cepas produtoras de penicilinases (CHAMBERS e DeLEO,
2009). Em 1960 foi disponibilizado a meticilina como droga de escolha em infeccGes por S.
aureus produtores de penicilinases, uma vez que a meticilina (penicilina semissintética) era
resistente a acdo daquelas enzimas. Ainda na mesma década ja foram relatadas cepas com
resisténcia a meticilina, sendo denominadas de MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus) (APPELBAUM, 2006; RODVOLD e MCCONEGHY, 2014).

O mecanismo de resisténcia a meticilina, diferente daquele expresso para as penicilinas
antecessoras, ndo € enzimatico. A resisténcia MRSA é conferida pela aquisi¢do de um elemento
genético movel, Staphylococcal Chromosome Cassette (SCCmec) que transporta 0 gene mecA
responsavel por codificar uma Proteina ligadora da penicilina (PBP) alterada, denominada
PBP2a/PBP2’ - que tem afinidade reduzida para antibioticos B-lactdmicos, por isso a presenga
de resisténcia a meticilina ¢ indicativo de resisténcia a todas as drogas da classe dos B-
lactdmicos. Embora a meticilina tenha sido substituida pela oxacilina e ndo seja adotada para
terapia e realizacdo do teste de sensibilidade aos antibio6ticos o termo MRSA ainda é largamente
utilizado (PATERSON, HARISSON E HOLMES, 2014; PEACOCK e PATERSON, 2015).

A resisténcia de S. aureus a eritromicina, antibiético da classe dos macrolideos, é
descrita desde a década de 50 logo apos a disponibilidade da droga no mercado, em 1953. A
eritromicina atua pela ligacéo ao receptor 23 S do rRNA, que faz parte da subunidade 50 S do
ribossomo bacteriano. E uma droga utilizada para tratamento de infecgdes por S. aureus em
associacdo com outros farmacos ou como substituto as penicilinas em pacientes alérgicos, pois
bloqueiam a sintese proteica ao invés da parede celular e, embora sejam classificados como
bacteriostaticos, podem apresentar efeito bactericida em altas concentracdes (COLLI,
PIZZOLITTO e RADDI, 2009). A resisténcia a eritromicina pode ser expressa por trés
diferentes mecanismos: efluxo ativo, inativacdo enzimatica ou alteracdo do sitio alvo. A

modificacédo do sitio alvo é codificada pelo gene erm e resultam na metilacdo de uma regidao
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conservada na porcdo 23s do rRNA, resultando em resisténcia a eritromicina e também a
clindamicina, uma lincosamida, que também atua no mesmo sitio bacteriano (AMORIM et al.,
2009).

O glicopeptideo vancomicina foi aprovado para uso em humanos em 1958, mas devido
ao sucesso inicial da meticilina, sua aplicacdo no mercado foi retardada e este antibidtico s
passou a ser utilizada a partir de 1980 como droga de escolha em infecgdes por MRSA. O
mecanismo de acdo da vancomicina estd relacionado ao radical D-alanil-D-alanina do
peptidioglicano, utilizado para formacdo das ligacfes cruzadas entre as cadeias de acido N-
acetilmuramico e N-acetilglicosamina. O antibi6tico liga-se a este residuo e impede a utilizagéo
dele como substrato para a enzima efetora da reagdo (GARDETE e TOMASZ, 2014). A
resisténcia aos glicopeptideos foi primeira descrita em Enterococcus spp. 0 que elevou
importancia clinica desses agentes, nao s6 porque atuam em infec¢cdes mais graves, mas como
vetores de disseminacdo dos genes responsaveis pela resisténcia a vancomicina aos
estafilococos. O primeiro relato de Enterococcus spp. resistente a vancomicina ocorreu em
1980, pouco tempo depois ja foram descritas cepas de S. aureus com susceptibilidade reduzida
a teicoplamina - outro glicopeptideo com a¢do semelhante a vancomicina - no Japdo, em 1997.
O primeiro relato de VRSA (Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus) foi realizado em
2002, nos Estados Unidos (McGUINNESS, MALACHOWA e DeLEO, 2017).

O mecanismo genético expresso pelas cepas VRSA ¢é codificado pela familia de genes
van. A expressao destes genes resulta na sintese do radical D-Ala-D-Lac ou invés do D-Ala-
D-Ala, logo o glicopeptideo ndo consegue se ligar e ndo exerce sua acdo inibitoria na sintese
da parede celular. As cepas de S. aureus com resisténcia intermediariam a vancomicina (VISA
— Vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus) ndo expressao 0S genes van, pois a
sensibilidade intermediaria a vancomicina estd associada a pacientes com historicos de
hospitalizacdo prolongada, infecgdes persistentes, terapia duradoura ou falha no tratamento
(VARONA-BARQUIN et al., 2017).
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Figura 2: Identificacdo dos fendtipos de resisténcia aos antibidticos expressos por S. aureus ao longo dos anos.

Anos 1947 1953 1961 1997 2002 2003 2005

PRSA: PENICILLIN RESISTANT S. aureus; ERSA: ERYTHROMYCIN RESISTANT S. aureus; MRSA: METHICILLIN RESISTANT S.
aureus; VISA: VANCOMYCIN INTERMEDIARY S. aureus; VRSA: VANCOMYCIN RESISTANT S. aureus; LRSA: LINEZOLID
RESISTANT S. aureus DRSA: DAPTOMYCIN RESISTANT S. aureus

Fonte: O autor (2018).

A alternativa para tratamento de cepas de S. aureus VISA e VRSA ¢é a utilizacédo da
oxazolidona, linezolina, liberada para uso em 2001 e do lipopeptideo daptomicina, lancado em
2003 (GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010; HUANG et al., 2017).

A linezolida é o primeiro antibiotico da classe das oxazolidona, e execre sua funcéo
atuando sobre a fracdo 23 S do ribossomo bacteriano, impedindo que se associe ao 5 S para
formar a subunidade 50 S, impossibilitando o inicio da sintese proteica (ARIAS e MURRAY,
2015). O mecanismo mais comum de resisténcia a linezolida expressos pelos isolados de MRSA
é alteracdo de regibes conservadas da porcdo 23S do ribossomo bacteriano, é também nesta
porc¢do do ribossomo que agem as drogas eritromicina e clindamicina. Autoresrelatam que uma
RNA metiltransferase, denominada Cfr, é a causa de um novo fenétipo de resisténcia a fenicois
e clindamicina, o qual também confere resisténcia a oxazolidinonas (WILSON et al., 2003;
QUEIROZ et al., 2012).

Daptomicina (DAP) € um lipopeptideo ciclico com acdo bactericida e dependente de
calcio. Ao se ligar ao célcio o DAP adquire carga positiva e consegue interagir com os lipideos
anionicos da membrana bacteriana, especialmente o fosfatidilglicerol e a cardiolipina,
integrando-se a membrana, resultando em alteracdes da permeabilidade e extravasamento de
ions, como o potassio (TRAN, MUNITA e ARIAS, 2015). O mecanismo de resisténcia a DAP
esta relacionado a adicdo de residuos de lisina ao fosfatidilglicerol da membrana bacteriana,
contribuindo para uma carga residual mais positiva e dificultando a interacdo do complexo
DAP-calcio por repulséo eletroestatica (BAYER, SCHNEIDER e SAHL, 2013; POPELLA et
al., 2016)).
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A resisténcia bacteriana aos antibidticos é um dos problemas de salde publica mais
importante a nivel mundial, pois muitas espécies de bactérias estdo deixando de responder aos
antibioticos disponiveis na industria farmacéutica, mesmo agueles considerados “padrdo-ouro”
para tratamento de determinado quadro infeccioso. Além disso, as infeccGes multirresistentes
representam um forte impacto ndo apenas na saude, mas na economia também, uma vez que
uma infeccéo de dificil tratamento resulta em pacientes internados por mais tempos nos servi¢os
de salde e afastado do mercado de trabalho (LOUREIRO et al., 2016).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O emprego da taxonomia polifasica permitiu a caracterizacdo das linhagens de
actinobactérias a nivel de génro e uma identificacdo de a nivel de espécie. Todas as linagens de
apresentaram potencial para producdo de enzimas extracelulares e duas delas apresentaram
também resultados positivos para atividade anti-estafilococica. A prospeccdo dos metabdlitos
antimicrobianos permitiu a definicdo das condic¢des de cultivo e obtencdo do extrato bruto,
embora a linhagem J181, identificada com Streptomyces diastatochromogenes, tenha
apresentado valores de CMI para o extrato bruto acima do que pode ser considerado ideal

quanto a acao frente as cepas de S. aureus.
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